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研究成果の概要（和文）： 
生体内のタンパク質は動的な状態にあり、常に「合成」および「分解」されている。タンパク質の分解は
ユビキチンシステムによって制御されており、選択的にユビキチン化されたタンパク質はプロテアソー
ムによって分解される。ユビキチンによる選択タンパク質分解は細胞の正常な増殖や分化に必要であ
り、その破綻は様々な疾患を引き起こす。本研究では、ユビキチンシステムの基質選択性、触媒反応
を制御する新奇因子を探索し、その機能を解析した。またプロテアソームには多数の活性化因子が存
在する。その機能を解明する目的で遺伝子欠損モデル動物を作成した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The proteins in the body are in a dynamic state and they are continually degraded as well 
as synthesized. Selective protein degradation is regulated by an elaborate system called 
Ubiquitin-system. Ubiquitin is a small molecule that marks the proteins for proteasomal 
degradation. This selective protein degradation is essential for many cellular events and its 
impairment cause various diseases such as cancer and neurodegenerative diseases. The 
summary of this study is twofold. We identified and characterized several enzymes 
involved in the ubiquitination reaction mediated by Cullin-based ubiquitin ligase 
complexes (ie; substrate recognition, regulation of conjugation and de-conjugation, etc). 
Secondly, we generated mutant mice for one of the proteasome regulatory subunit to clarify 
the function of proteasome regulatory particles. 
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１．研究開始当初の背景 
 ユビキチンシステムは細胞内の選択的タンパ
ク質分解を制御しており、その破綻は、がんや
神経変性疾患などの難治性疾患の原因となる。
ユビキチンシステムの中で基質選択を行うのは
E3 ユビキチンリガーゼであり、その数は数千種
類に及ぶ。ユビキチンリガーゼは多数報告され
ているものの、その特異的な基質、基質識別機
構、ユビキチンリガーゼ活性の制御機構、ポリユ
ビキチン鎖形成、プロテアソームへの輸送の全
プロセスが明らかにされている例はまだない。複
合体型の Cullin 型ユビキチンリガーゼファミリー
は、ユビキチンリガーゼの約７０％を占めており、
その機能制御の全貌を解明することは重要であ
る。Cullin 型複合体の基本構造は、足場となる
Cullin、その C 末端側に相互作用するリングフィ
ンガータンパク質 Roc1、その N 末端側に相互作
用する基質識別サブユニットから構成される。こ
の基質識別サブユニットは数千種類存在し、そ
れぞれ固有の基質を C 末端側に存在する Roc1
へ配向させユビキチン化する。Cullin1 と相互作
用する基質識別サブユニットは F-box タンパク
質であり、ヒトで60数種類、植物では600種類以
上存在する。Cullin2 は SOCS-box タンパク質、
Cullin3 は BTB-POZ タンパク質というように、
Cullin ファミリータンパク質はそれぞれ異なるファ
ミリーの基質識別サブユニットと相互作用する。
現在 Cullin ファミリータンパク質は 10 種類あり、
それぞれ同様の構造を取ると考えられるが、そ
の構成因子について全て明らかになっている訳
ではない。 
 Cullin 型ユビキチンリガーゼの活性制御につい
ては、我々はこれまでにユビキチン様タンパク質
NEDD8 による Cullin サブユニットの翻訳後修飾
が重要であることを明らかにしてきた。この
NEDD8 修飾は、ユビキチン結合酵素(E2)との結
合親和性を高め、Cullin 型ユビキチンリガーゼ
の活性を促進する。しかし、なぜ結合親和性が
高まるのかについては明らかではなかった。 
 また Cullin 複合体は全てが活性のある複合体
として存在する訳ではなく、一部は CAND1 と結
合して基質識別サブユニットとの複合体形成が
抑制されている。Cullin の NEDD8 修飾は
CAND1 結合を阻害するが、CAND1 結合した
Cullin は NEDD8 修飾されない。そのため現在
CAND1 を解離させる因子の探索が行われてい
る。一方で CAND1 結合した Cullin を NEDD8 は
修飾できるという報告もあり、現在 CAND1 の脱
着機構は議論の対象となっている。 
 NEDD8 修飾は複合体形成の後に起こり、
Cullin複合体にE2酵素を呼び寄せる。そのため
基質結合した後に起こると考えられる。 
 ユビキチンと同様にNEDD8も何らかのNEDD8
結合タンパク質を引き寄せると考えられるが、E2
酵素以外にはまだ不明である。 
 NEDD8 修飾は可逆的であり、COP9 シグナロ
ソームによって Cullin から脱修飾される。COP9
シグナロソームは、Cullin 複合体が NEDD8 化さ
れ、基質がユビキチン化された後に Cullin と相
互作用して機能すると考えられる。しかし、色素
性乾皮症 XP-E 群の原因遺伝子産物 DDB2 と
相互作用した Cullin4 の場合は、常時 COP9 シ
グナロソームと相互作用しており、紫外線照射な
どによって DDB2-Cullin４複合体が損傷 DNA に
結合すると、COP9 は解離し DDB2-Cullin4 は活
性化される。このように一部の Cullin 複合体は
COP9が常時結合しており、その解離によって制
御されるものもある。 
 さらに Cullin 複合体の構成因子には脱ユビキ
チン化酵素も存在することが最近明らかとなり、
基質に対するユビキチン化・脱ユビキチン化制
御のある可能性が推定されている。DNA 損傷修
復に関わるユビキチン修飾反応において脱ユビ
キチン化反応は次のステップへと移行する信号
として働くことがあり、Usp15 が DNA 損傷修復過
程に関与する可能性が考えられる。 
 このように Cullin 型ユビキチンリガーゼ複合体
の活性は、複合体形成、NEDD8 修飾と脱修飾、
脱ユビキチン修飾の各段階で制御される。しか
し、これらがどのような階層性を持って制御され
ているのかは不明である。 
 最後に Cullin 型ユビキチンリガーゼ複合体に
よってユビキチン化されるタンパク質は基本的に
プロテアソーム分解される。しかし最近、ユビキ
チン化タンパク質はオートファジー経路でも分解
されることが明らかとなっている。そのため Cullin
によってユビキチン化されたタンパク質を特異的
にプロテアソーム分解される機構の存在すること
が想定される。ユビキチン代謝研究に酵母のプ
ロテアソーム変異体は大きく貢献し、プロテアソ
ーム変異体なしにはユビキチンリガーゼの制御
機構を解析することは困難である。 
 プロテアソームは筒状のプロテアーゼ複合
体であり、筒の入り口にはプロテアソーム活
性化因子群が結合し、基質の出入りを制御す
る。プロテアソーム活性化因子には、PA700、
PA28、PA200、Ecm29 など４種類の制御因
子複合体が存在する。PA700 複合体はユビキ
チン化基質を識別してアンフォールディン
グし、そしてプロテアソーム内腔に基質を送
り込む働きがある。PA28 複合体は免疫制御
に関与し、プロテアソームの産生する抗原ペ
プチドの産生効率を促進する。PA200 は
DNA 損傷試薬や放射線によって誘導され、
Ecm29 は小胞体-ゴルジ小胞中間体区画に存
在することから、それぞれ DNA 損傷修復や
小胞体関連分解に機能する可能性が示唆さ
れている。しかし、PA200、Ecm29 が実際に
上記の生命現象に関与することは証明され
ておらず、その分子機序も不明である。 
 これらのノックアウトマウスを作成し、そ
の解析基盤を整備することは、プロテアソー
ム機能の解明だけでなく、Cullin に留まらな
い様々なユビキチンリガーゼの機能解析に
有用である。 
 
２．研究の目的 
 ユビキチンシステムによる選択的タンパク質分
解はあらゆる生命現象において重要な役割を果
たしていることが明らかとなってきている。しかし、
その反応がどのように制御されているかは殆ど
明らかとなっていない。そこで本研究では、ユビ
キチンシステムの中で最も重要な Cullin 型ユビ
キチンリガーゼに着目し、その活性制御機構を
包括的に明らかにすることを目的の一つにする。
まず構成因子が同定されていないものについて
は、その構成因子の探索と機能解析を行う。そ
して Cullin 複合体の活性制御機構については
NEDD8 修飾が重要であることから、新奇の
NEDD8 結合タンパク質を探索し、複合体形成、
NEDD8 修飾、脱修飾、ユビキチン化、脱ユビキ
チン化などの制御機構を解明することを目指
す。 
 目的の二つ目として多数存在するプロテアソ
ーム活性化因子群の役割を解析するため、それ
ぞれの遺伝子欠損マウスを作成する。その表現
型解析を通じて、プロテアソーム活性化因子の
機能を解明するとともに、様々なユビキチンリガ
ーゼを解析する基盤とする。 
 
３．研究の方法 
(1) Cullin型ユビキチンリガーゼの構成因子
の同定と機能解析 
 構成因子の不明な新奇 Cullin 型複合体に
ついて、酵母ツーハイブリッド法または質量
分析法で新奇相互作用タンパク質を同定す
る。単離された分子がファミリー遺伝子を構
成していれば、それらも合わせて検討する。
また基質識別に関わることが想定されるタ
ンパク質であった場合は、その基質を上記と
同様の方法で探索し、実際にユビキチン化さ
れるのかを解析する。さらに細胞内で機能抑
制した場合の影響を、細胞増殖、シグナル伝
達、ストレス応答などの観点から解析する。 
(b) Cullin型ユビキチンリガーゼの新たな活
性制御因子の探索とその機能解析。NEDD8 を
中心として、新奇の相互作用タンパク質を探
索し、Cullin の複合体形成、NEDD8 修飾・脱
修飾、ユビキチン化、脱ユビキチン化のどの
ステップで機能するのか検討する。これらの
ステップが生理的な条件化でどのように制
御されるのかを解析するには、刺激依存性に
誘導される選択的タンパク質分解を解析す
るのが有効である。例として、TNFα刺激依
存性の I-κB分解、先行研究によって明らか
にした TGFβシグナル依存性のサイクリン依
存性キナーゼ抑制因子 p57 分解、紫外線照射
による DDB2-Cullin4 複合体の活性化などが
挙げられる。 
(c) Cullin型複合体と相互作用する脱ユビキ
チン化酵素の機能解析。脱ユビキチン化酵素
Usp15 が Cullin 複合体と相互作用するため、
まずはどのサブユニットと相互作用するの
か解析する。次いで Usp15 ノックアウトマウ
スの表現型解析を通して、Cullin 複合体機能
に対する役割を解析する。 
(2)プロテアソーム活性化因子の遺伝子欠損
マウス作成と表現型解析。 
 プロテアソーム活性化因子の一つである
Ecm29 の遺伝子欠損マウスを常法にしたがっ
て作成する。ノックアウトマウスの組織解剖
学的表現型解析のほか、プロテアソーム活性、
分子構成、分子集合などを解析する。またプ
ロテアソームは MHC クラス Iに提示される抗
原の切り出しに必須であるため、Ecm29 ノッ
クアウトマウスの抗原提示能や免疫機能を
解析する。 
 
４．研究成果 
Cullin 型ユビキチンリガーゼ複合体に関す
る研究成果として、新奇構成因子として常染
色体優性網膜色素変性症の原因意遺伝子産
物を同定した。その変異体は Cullin 複合体
と相互作用できず、ユビキチンリガーゼ活性
を持たないことが判明し、優性変異となる原
因が説明された。また骨芽細胞において TGF
β刺激依存性にサイクリン依存性キナーゼ
抑制因子 p57を分解する新奇ユビキチンリガ
ーゼ Fbl12 を同定した。Fbl12 は、Cullin-1
と相互作用し、TGFβ刺激によってリン酸化
された p57を特異的にユビキチン化した。TGF
β刺激は骨芽細胞の分化を抑制するが、
Fbl12 を機能抑制すると本来抑制されるはず
の骨芽細胞分化が促進されたため、p57 分解
は骨芽細胞分化を抑制する機構であること
が判明した。さらに、Fbl-12 は細胞分化のみ
ならず細胞増殖にも重要であることが判明
したので、新たな基質の同定を進めた。その
結果、プロテアソーム活性化因子との特異的
な相互作用も見いだした。プロテアソーム活
性化因子はユビキチン化の標的基質ではな
い結果が得られつつあり、その生理的意義の
解析を進めている。 
 Cullin 型ユビキチンリガーゼファミリー
はユビキチン様タンパク質 NEDD8によって翻
訳後修飾される。NEDD8 修飾は Cullin 複合体
の活性化に必須であり、それはUbc4をCullin
複合体に引き寄せるためである。その分子機
序は明らかではなかったが、Ubc4 と NEDD8 の
直接的な相互作用部位を構造生物学的に明
らかにし、その部位が NEDD8 によるユビキチ
ンリガーゼの活性化に重要であることを明
らかにした。また NEDD8 は Ubc4 以外のタン
パク質を Cullin 複合体に動員する可能性が
あるため、NEDD8 結合タンパク質を探索した。
その結果、新奇 NEDD8 結合タンパク質 2種を
同定した。そのひとつは Cullin、NEDD8 修飾
タンパク質とも相互作用したため、NEDD8 修
飾経路に関わる可能性が考えられた。もう一
方は Cullin と COP9 シグナロソームと相互作
用したので、脱 NEDD8 修飾を制御する可能性
が考えられた。この他、骨髄種で高発現する
機能未知因子も Cullin および COP9 シグナロ
ソームと相互作用することを見い出し、
NEDD8およびCullinの機能に関わることが判
明した。いずれの因子も CAND1 とは相互作用
せず、複合体形成以降に機能すると考えられ
た。なお CAND1 については、そのファミリー
である CAND2が筋芽細胞分化を促進すること、
それは筋芽細胞分化に重要な転写因子であ
る Myogenin を選択的に識別する Cullin 型ユ
ビキチンリガーゼを抑制するためであるこ
とが明らかとなった。 
 Cullin と相互作用する Usp15 は、基質識別
サブユニットと Cullin 非依存性に相互作用
しすることが明らかとなり、複合体形成以前
に機能するか、あるいは複合体形成後に解離
するステップの存在する可能性が示唆され
た。また DDB2 と相互作用した Usp15 は、紫
外線照射によって損傷 DNAには結合せず、DNA
損傷修復との関連を示す結果は得られなか
った。その他、Usp15 には今回同定した新奇
因子 2種が相互作用したので、今後その関連
を解析する必要がある。Usp15 欠損マウスは、
正常に成長し、繁殖可能であった。このこと
から Usp15欠損を補償するファミリー遺伝子
のノックアウトマウス作成が重要であろう。
しかしながら、C57/BL6 マウスと戻し交雑す
る過程で表現型のあるマウスが生まれつつ
あり、現在解析を進めている。 
 NEDD8 はユビキチンと同様に保存されたリ
ジン残基が分子表面に存在し、これらのリジ
ン残基を介してポリ鎖を形成することが示
唆されていた。しかし生体内には複数のユビ
キチン様タンパク質が存在するため、質量分
析によって NEDD8が修飾されることは明らか
となっても、それがポリ NEDD8 鎖である証明
は困難であった。そこで組換えタンパク質を
用いた試験管内反応系を再構築し、実際にポ
リ NEDD8 鎖が形成されうることを確認した。
また、その形成機構のモデルを提唱した。 
 その他、パーキンソン病原因遺伝子 Parkin
について遺伝子欠損マウスの病態を解析し、
精巣が早期に萎縮することを見いだした。精
巣萎縮は精原幹細胞の脱落によるもので、
Parkin は幹細胞の品質管理に重要であるこ
とが判明した。 
 プロテアソーム活性化因子 Ecm29のノック
アウトマウスは稔性で成長にも異常が認め
られなかった。また各臓器におけるプロテア
ソームのペプチダーゼ活性、構成因子、分子
集合に大きな異常は認められなかった。現在
免疫機能を解析する目的で、C57/BL6 マウス
との戻し交雑を進めている。その他、他のプ
ロテアソーム活性化因子ノックアウトマウ
スと交配し、多重ノックアウトマウスを作成
している。 
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